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研究の背景と経緯
　Toll-like receptors （TLRs）は pattern-recognition 
receptors の一つとして知られており，特定の病原微生
物の産物を認識し，免疫応答を誘導する働きがある．
現在ヒトでは10種類の TLRs が報告されている1）．そ
の中でも TLR3は二重鎖 RNA のセンサーであり，ウ
イルス感染において重要な役割を担っていると考えら
れている2）．
　以前我々は TLR3の発現が単純ヘルペスウイルス
（HSV）に感染した表皮角化細胞で増強していること
を確認している3）．HSV 1 型（HSV- 1 ）は二重鎖 DNA
ウイルスであり，感染細胞で二重鎖 RNA を産生する4）．
TLR3は中枢神経系においては HSV- 1 に対する自然
免疫応答において重要な役割を担っていることがすで
に報告されている5）．そこで我々は，単純疱疹のよう
なウイルス感染時の表皮角化細胞での TLR3の発現制
御機構に着目した．
　CD4陽性Ｔ細胞が CD8陽性Ｔ細胞と同様にヘルペ
スウイルス感染時の水疱形成に関与していることはす
でに報告されている6）．Th1ならびに Th17細胞が HSV
感染時に特に重要な役割を担うことも報告されている7）．
しかし表皮角化細胞における Th1ならびに Th17サイ
トカインの TLR3への影響は十分には解明されていな
い．そこで今回我々は表皮角化細胞において Th1サイ
トカインである IFN-γが TLR3 の発現を誘導し抗ウ
イルス活性を増強しているかについて検討した．
研究成果の内容
1 ．Th1サイトカインである IFN-γは表皮角化細胞に
おいて TLR3の発現を増強する
　我々は正常ヒト表皮角化細胞（NHEKs）を炎症性サ
イトカインで刺激し，どの炎症性サイトカインが
TLR3の発現を増強しているかについて調べた．Th1
サイトカインである IFN-γが TLR3mRNA の発現を
顕著に増強していたのに対し，Th2サイトカインであ
る IL- 4 や IL-13，Th17サイトカインである IL-17，
IL-22，IL-23は TLR3 の発現を増強しなかった（図
ａ）．タンパク質レベルでも同様の結果がみられた．
IFN-γは 0.1 か ら 100ng/竓の 間 で は 容 量 依 存 性 に
TLR3mRNA の発現を増強させた．IFN-γ添加後48時
間後に TLR3mRNA の発現のピークがみられた．
IFN-γはシグナル伝達兼転写活性化因子（STAT1）を
活性化することが知られている．我々は TLR3の発現
が STAT1依存性であるかどうかを調べた．siRNA に
よって STAT1をノックダウンさせると TLR3の発現
が著明に抑制された．
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2 ．表皮角化細胞において IFN-γと poly（I：C）は
相乗的に IFN-β，IL- 6 ，IL- 8 及び HBD- 2 の発現
を増強する
　表皮角化細胞での TLR3の機能を評価するために，
TLR3のリガンドである poly（I：C）存在下において，
Ⅰ型インターフェロンである IFN-β，炎症性サイトカ
インである IL- 6，ケモカインの IL- 8，抗菌ペプチド
の HBD- 2 の mRNA が増加するかを調べた．poly（I：
C）単独でも mRNA は増加しているが，IFN-γ存在下
では著明に増加した．ELISA 法を行い，タンパク質レ
ベルにおいても同様であることを確認した．
3 ．表皮角化細胞において IFN-γと poly（I：C）の
相乗効果による IFN-βの誘導は TLR3を介している
　我々は次に表皮角化細胞において IFN-γと poly
（I：C）の相乗効果は TLR3を介しているかどうかを
調べた．IFN-γと poly（I：C）によって誘導された
IFN-βは，endosomal acidification inhibitor であり，
エンドソームでの TLR のシグナルをブロックするク
ロロキンによって顕著に抑制された．さらに，siRNA
を用いて IFN-βの誘導に TLR3 が必要かどうかを調
べた．TLR3siRNA により，IFN-γと poly（I：C）存
在下での IFN-βタンパク質の発現は著明に抑制され
た（図ｂ）．
4 ．表皮角化細胞において IFN-γは poly（I：C）に
誘導された抗ウイルス活性を増強する
　poly（I：C）によって誘導された TLR3のシグナル
は表皮角化細胞での抗ウイルス活性を増強することが
報告されている8）．我々は HSV- 1 に感染した表皮角化
細胞に IFN-γと poly（I：C）の共刺激を加えるとウイ
ルスの増殖に影響を及ぼすかを調べた．IFN-γ単独を
加えるとウイルスの増殖は抑制されたが，IFN-βの発
現には影響を及ぼさなかった．しかし IFN-γと poly
（I：C）の共刺激では，それぞれ単独に刺激を加えた
場合と比較して著明にウイルスのプラーク数は減少し
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図　ａ：正常ヒト表皮角化細胞（NHEKs）を炎症性サイトカイン
で刺激し，mRNA を回収，TLR3の発現をリアルタイム PCR で評
価した．ｂ：NHEKs に control siRNA と TLR3 siRNA を導入し，
IFN-γ，poly（I：C）で刺激した．培養上清を回収し，ELISA で
IFN-βの濃度を測定した．ｃ：NHEKs を IFN-γ，poly（I：C）
で刺激し，HSV- 1 と共培養し感染させた．クリスタルバイオレッ
トを用いてウイルスのプラークを染色し，コロニー数を測定した．
* P＜0.05，** P＜0.01，*** P＜0.001．C, control siRNA；T, TLR3 
siRNA．（転載許可を得て受賞論文より引用）
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ていた（図ｃ）．
5 ．ヘルペスウイルスによる水疱周囲では IFN-γを産
生する細胞が増殖している
　我々の in vitro の実験で，経皮的にウイルスに感染
した際，IFN-γは自然免疫機構に影響を及ぼすことが
示唆された．次に我々はヘルペスウイルスに感染した
病変では IFN-γが産生されているかどうかを調べた．
免疫染色を行うとヘルペスウイルスによる水疱周囲で
IFN-γ陽性のリンパ球が確認された．
研究成果の意義，今後の展開や展望
　IFN-γは20kDa のⅡ型インターフェロンであり，Ｔ
細胞，ナチュラルキラー細胞，マクロファージ，樹状
細胞，Ｂ細胞など様々な細胞から分泌されるが，特に
Th1細胞から分泌される9）．IFN-γは免疫応答を Th1 
phenotype へと傾け，自然免疫，特に細胞傷害性免疫
やマクロファージの活性化を増強する．IFN-γは
IFNGR1と IFNGR2の複合体からなる IFN-γ receptor 
（IFNGR）に結合する．IFNGR1 subunit は Jak1に結
合し，IFNGR2は Jak2に結合する．Jak1と Jak2が結
合すると STAT1をリン酸化，活性化し，ホモ二量体
を形成する．STAT1 ホモ二量体は核内へ移行し，
promoter IFN-γ-activation site elements に結合し，
IFN-γ regulate gene の転写を促進または抑制する10）．
今回我々は NHEKs においては IFN-γによる TLR3
の発現は STAT1に依存することを発見した．しかし，
STAT1が直接 TLR3遺伝子のプロモーター領域に結
合するかどうか，また何らかの IFN-γ regulated 
molecule が二次的に TLR3 の発現を誘導するかどう
か，さらなる研究が必要である．
　次に，NHEKs において IFN-γと poly（I：C）は相
乗的にサイトカインや抗菌ペプチドの発現を増強する
ことを発見した．また，IFN-γと poly（I：C）による
IFN-βの誘導が TLR3を介していることも発見した．
以前我々のグループは，抗菌ペプチド，Cathlicidin/
LL-37は TLR9の発現と機能を増強することを報告し
ている11）．今回の発見も同様に相乗効果が TLR3の発
現と機能を増強していることを示している可能性が考
えられる．
　さらに NHEKs での共刺激による抗ウイルス活性に
ついても着目した．今回は NHEKs においては IFN-γ
が TLR3の発現を増強するという結果になった．IFN-γ
単独，IFN-β，いくつかの抗菌ペプチドは抗ウイルス
活性を持っていることが報告されている12）．NHEKs
では，IFN-βが抗ウイルス活性を持つ最も重要な因子
であると報告しているものもある13）．今回は IFN-γ単
独で IFN-βの発現を直接増強していることは示せな
かったが，共刺激によって抗ウイルス活性を増強する
現象は，TLR3を介して IFN-βの発現が増強すること
によると考えられる．しかし技術的な問題もあり，今
回我々は抗ウイルス活性の増強と IFN-βの関連につ
いて何らかの結果を示すことができなかった．さらな
る研究が必要である．
　単純疱疹の水疱の表皮角化細胞では，IFN-γにより
誘発された主要組織適合抗原複合体（MHC）class Ⅱ
が浸潤している．CD4陽性Ｔ細胞より分泌され，水疱
周囲で多くみられることが報告されている14）．今回
我々は単純疱疹の水疱周囲にリンパ球の形態を呈する
IFN-γ産生細胞が浸潤していることを確認した．以前
我々のグループで単純疱疹の水疱周囲では CD3陽性
細胞，CD4陽性細胞，CD8陽性細胞が存在しているこ
と，CD20陽性細胞や CD56陽性細胞は確認されないこ
とを報告している15）．以上より，IFN-γ産生細胞は
CD4陽性 Th1細胞または CD8陽性細胞傷害性Ｔ細胞
であると考えられる．
　ウイルス感染における TLR3の重要性と関連して，
Th1サイトカイン IFN-γは HSV 感染のような経皮的
ウイルス感染において自然免疫で重要な役割を果たし
ていることが示唆される．自然免疫が獲得免疫を誘導
することはよく知られているが，ウイルス感染におい
て，抗ウイルス活性のポジティブフィードバックルー
プとして Th1優位の獲得免疫応答が自然免疫応答を
増強している可能性が示唆される．
　TLR3シグナリングのさらなる研究が進むことで，
HSV 感染症に対する新たな治療法を拓く可能性があ
る．
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